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症候群で、 Noonan 症候群のほかに Costello、CFC（cardio-facio-cutaneous）、LEOPARD 
（multiple lentigines, electrocardiographic conduction abnormalities, ocular hypertelorism, 
pulmonary stenosis, abnormal genitalia, retardation of growth and sensorineural deafness）各
症候群が知られている。これまでに Costello 症候群の原因遺伝子が HRAS 遺伝子であるこ
とをはじめ、RAS/MAPK（mitogen activated protein kinase）シグナル伝達経路に関わる遺伝
子の中から、これら疾患の原因遺伝子が多数同定されてきた。  
 最近、新たに RAF1遺伝子が Noonan、LEOPARD症候群の原因遺伝子として報告された。
そこで、本研究ではNoonan症候群類縁疾患患者で今までに報告されていた原因遺伝子に
変異を認めなかった 119検体を対象として、RAF1遺伝子解析を施行した。その結果、18症





 RAF1 タンパクはセリン/スレオニンキナーゼで、上流の RASシグナルを下流のMEKに伝
達するRASシグナル伝達経路を調節するタンパクである。RAF1タンパクは、RAS結合部位
である CR（conserved region）1、セリン/スレオニンリン酸化領域である CR2、キナーゼ領域で
ある CR3の 3つの領域で構成されている。RAF1遺伝子解析から、CR2に遺伝子変異が集
中していたため、この領域の RAF1 遺伝子変異について機能解析を施行した。CR2 領域に
は、RAF1タンパクの抑制性リン酸化部位である 259番目アミノ酸のセリン（Ser259）部位が存
在する。CR2 領域に変異のある RAF1 変異タンパクでは、Ser259 部位でのリン酸化低下を
認め、scaffolding proteinである 14-3-3 との結合低下を認めた。また、これらの RAF1変異タ













する症候群である 1) 2)。Noonan 症候群で高頻度に認められる特徴は、肺動脈弁狭窄症
（PS）、肥大型心筋症、胸郭異常、翼状頸/短頸、精神発達遅延、男性での停留睾丸を含む
性器異常、第 XI 因子欠乏に伴う出血素因である。本疾患の発生頻度は、欧米では
1,000-2,500 出 生 に 1 人 と 考 え ら れ て い る 。 LEOPARD （ multiple lentigines, 
electrocardiographic conduction abnormalities, ocular hypertelorism, pulmonary stenosis, 
abnormal genitalia, retardation of growth and sensorineural deafness）症候群（OMIM 151100）
は、Noonan症候群類縁疾患として知られている 3）。Noonan症候群の特徴は、Costello症候





患などの外胚葉異常を示す 5) (表 1) 。  
上記の症候群に関して、これまでに分子遺伝学的病因が探索されてきた。Tartaglia ら 6)
は、臨床症状からNoonan症候群と診断されている患者の 45%で、チロシンホスファターゼタ
ンパク（PTP）SHP-2 をコードする遺伝子である PTPN11 遺伝子にミスセンス変異を同定した
6)。PTPN11 遺伝子の特定の変異は、LEOPARD 症候群の患者でも同定されている 3)。2005
年、私の所属する研究室では、Costello 症候群の患者で生殖細胞系列での HRAS 遺伝子
変異を同定した 7)。また 2006年には、CFC症候群の患者で KRAS、BRAF、MAP2K1/2遺伝
子変異を同定した 8) 9)。その後、Noonan 症候群患者で KRAS と SOS1 遺伝子変異も同定さ
れ 10) 11) 12)、神経線維腫症 I型の患者で NF1 と SPRED1遺伝子変異が同定された（OMIM 




（mitogen activated protein kinase）症候群 14)あるいは neuro-cardio-facial-cutaneous 
syndrome
15)として包括的にとらえることが提唱されている（図 1）。 
さらに 2007 年、Noonan 症候群患者の 3-17%と LEOPARD 症候群患者の 2 人に、RAF1
遺伝子変異が同定された 16) 17)。RAF1 タンパクは、RAFのセリン/スレオニンキナーゼとして
普遍的に発現しており、上流の RAS シグナルを下流の MEK に伝達する RAS シグナル伝
達経路を調節するタンパクである。RAF1 タンパクは 3 つの領域、CR（conserved region）1、
CR2、CR3 で構成されている 18)。増殖因子による刺激が加わると、セリン（S; Ser）、スレオニ
ン（T; Thr）、チロシン（Y;Tyr）残基がリン酸化し、RAF1 タンパク構造が変化し、活性化型に




因子によって細胞が刺激されると、protein phosphatase 1（PP1）または protein phosphatase 
2A（PP2A）の作用によって S259 が脱リン酸化され、RAF1 タンパクから 14-3-3 タンパクが解
離し、その結果 RAF1 タンパクは活性化状態となる。RAF1 タンパクが完全な活性化状態に
なるためには、S338を含めた多数の残基がリン酸化し、RAF1タンパク基質がCR3キナーゼ
領域に触媒として入り込む必要がある。ERK タンパクが活性化することによって、抑制性フィ
ードバックが S289、296、301部位をリン酸化させることが判明している 19)。 
Noonan症候群と LEOPARD症候群の患者で同定された RAF1遺伝子変異は、CR2領域
に集中的に位置しており、それ以外の尐数の変異は CR3 領域に位置していた。これらの変
異では、RAF1 キナーゼ活性を増強し、全部ではないが多くの変異で ERK1/2 タンパクのリ
ン酸化を増強することが示された 16) 17)。Panditら 16)は、CR2領域に変異を持つRAF1タンパ
クでは、14-3-3 タンパクとの結合を阻害すると同時に S259部位での RAF1 タンパクのリン酸


















明であった。Noonan 症候群のみならずその類縁疾患である Costello 症候群、CFC 症候群
についても、RAF1遺伝子変異の関与を検討する。 
 
II. 生殖細胞系列での変異 RAF1タンパクによる ERK活性化の機序は不明である。それぞ











者 119 人を集積した。臨床症状からの初期診断は、44 人が Noonan 症候群、46 人が CFC
症候群、25 人が Costello 症候群、4 人が非典型 Noonan 症候群類縁疾患であった。これら
の患者は、既に Noonan 症候群類縁疾患の原因遺伝子として同定されていた PTPN11、
HRAS、KRAS、BRAF、MAP2K1/2、SOS1遺伝子に変異は認められなかった。正常コントロー







各エクソンーイントロン接合部から 60～100 塩基離れたイントロン部分に PCR（polymerase 
chain reaction）プライマーを設計した（表 2）。PCRプライマーは、シークエンスプライマーとし
ても使用できるように、5'末端にM13 reverseまたはM13 forwardシークエンス配列を加えて
作成した。100ngのゲノム DNAを 10 mM Tris-HCl (pH 8.3)、50 mM KCl、1.5 mM MgCl2、
0.2 mM dNTP、10% (v/v) DMSO、24 pmol の各プライマー、1.5 単位の Taq DNA 
polymeraseの反応液に加え、超純水で計 30μl とした。最初に 94℃3分間の熱変性を行い、
その後 94℃ 15 秒→55℃ 15 秒→72℃ 40 秒を 37 サイクル繰り返した後、72℃ 3 分間の
伸長反応を施行した。反応液を 2%アガロースゲルにて電気泳動し、PCR 産物を検出した。
PCR 産物を精製後にシークエンス反応を行ない、ABI PRISM 310 または 3130自動 DNA



















学的手法（Fisher,s exact test）を用いて比較検討した。 
 
IV. 変異 RAF1 タンパクの発現実験 
1. 変異 RAF1 タンパクのリン酸化状態の把握 
(1) RAF1遺伝子発現プラスミドベクターの作成 
正常 RAF1 タンパクをコードするヒト RAF1遺伝子 cDNA (7.5kb) を含む pUSEプラスミド
ベクターをMillipore（Billerica, MA）から購入した。RAF1遺伝子 cDNAの 5'末端にMyc タ
グを付けるため、RAF1遺伝子 cDNAの 5'末端配列前にMycタグ配列を加えた PCRプライ
マーを設計し、購入したプラスミドベクターを鋳型とし rTaq (TaKaRa) を用いてPCRを施行し
た。得られた PCR産物を TOPO TA Cloning Kit for Sequencing（Invitrogen, Carlsbad, CA)を
用いて pCR4-TOPOプラスミドベクターへ挿入した。QuickChange Site-Directed Mutagenesis 
10 
 
Kit（Stratagene, La Jolla, CA）を用いて、得られたMyc タグ付き RAF1遺伝子 pCR4-TOPO
プラスミドベクターに、RAF1 遺伝子解析で同定されたミスセンス変異 p.H103Q, p.R191I, 
p.S257L, p.N262K, p.S427Gを導入した。シークエンス反応で塩基配列を確認した野生型と
7 種類の変異型 RAF1 遺伝子 pCR4-TOPO プラスミドベクターを制限酵素 EcoRI と EcoRV 
(New England Biolabs) で消化後、1%アガロースゲルに電気泳動し、1.9kbp の断片を
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) を用いて回収した(インサート)。 
一方、購入した RAF1 遺伝子 pUSE プラスミドベクターを制限酵素 EcoRI と EcoRV で消
化後、アルカリフォスファターゼにて脱リン酸化処理を施行した(ベクター)。 
インサートとベクターを 3:1のモル比で混合し、T4 DNA Ligase (Promega) を用いて 16℃
で 16時間反応させた。反応産物をOne Shot TOP10 Chemically Competent E. coliに導入し、
QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) でプラスミドベクターを抽出した。抽出したプラスミド
ベクターを制限酵素 Mfe I と Bgl II (New England Biolabs) で消化し、断片の電気泳動パタ
ーンによりインサートが pUSEプラスミドベクターのCMVプロモータの下流に 5'→3'の方向で
挿入されているクローンを選択した。さらに、インサートとベクターの結合部位と挿入した
Myc タグ付き RAF1 遺伝子部位のシークエンス反応を行い、塩基配列を決定した。目的の
プラスミドクローンを一つ選択し、100μg/mlアンピシリン添加 LB液体培地 75mlで培養後、
QIAfilter Plasmid Midi Kit (QIAGEN) でプラスミドを精製し、TE（10mM Tris-HCl (pH8.0), 
1mM EDTA (pH8.0) ）で溶解後-20℃で保存した。 
（2）COS7細胞への遺伝子導入 
American Type Culture Collection （ATCC, Rockville, MD）から購入した COS７細胞を使
用した。細胞は、10% fetal calf serum （FCS)、50 U/mlペニシリン、50μg/mlストレプトマイシ
ンを加えた DMEM 培地で継代した。COS7 細胞を直径 6cm のディッシュに 1×105細胞ず
つ撒き、5%CO2、37℃の環境で 24時間培養後に、野生型と 7種類の変異型 RAF1遺伝子
cDNA導入 pUSEプラスミドベクターと RAF1遺伝子 cDNAを導入していない pUSEプラスミ




48時間培養後に phosphate buffered saline (PBS)で 2回洗浄して細胞を剥がし、遠心してペ
レットの形で回収した。上皮細胞増殖因子 (EGF) 刺激を加える場合は、10ng/ml濃度で 15
分間、細胞回収直前に細胞培養液に加えた。 
（3）RAF1 タンパク各リン酸化部位での活性状態の測定 
100μl の lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0+1% SDS)でペレットを溶解し、100℃、3 
分間で煮沸した後、27 ゲージ注射針で DNA を粉砕し、14,000×g、15 分間で遠心した。そ
の上清み回収してタンパク溶解液を作成した。Bradford 解析法を用いてタンパク溶解液の
濃度を測定した。各タンパクを 30μずつ 5-20% グラディエント SDS ポリアクリルアミドゲル 
（ATTO, Tokyo, Japan)のウェルに注入し、40mAで電気泳動を施行した。ニトロセルロース膜
に転写し、抗Myc タグ抗体と RAF1特異的抗リン酸化抗体(Cell Signaling, Danvers, MA)を
用いてタンパク発現量を検出した。ウェスタンブロッティング後のニトロセルロース膜は、
Western Lightning ECL-Plus Kit (PerkinElmer)を用いて描出した。使用した抗体は、
anti-Myc (9E10, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA), anti-phospho-c-Raf (S259) (Cell 
signaling), anti- phospho-c-Raf (S338) (Millipore), anti- phospho-c-Raf (S289/296/301) (Cell 
signaling), anti- phospho-c-Raf (S621) (Millipore) and anti-neomycin phosphotransferase II 
(Millipore)で、いずれも市販されているものを使用した。 
免疫沈降法では、溶解液として氷冷した 1mlのRIPA buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1:100 protease inhibitor (Sigma, St. Louis, MO), 1:100 phosphatase 
inhibitor (Sigma), 1% Triton X)を用意した。400μgずつの各タンパクに抗Myc (9E10) 抗
体を加え、4℃、1 時間で振盪し、50% protein G-Sepharose ビーズ懸濁液(GE Healthcare, 
Milwaukee, WI) 50μlを加え、さらに 4℃、1時間で振盪した。その後、RIPA bufferで 3回洗
浄し、2×SDS bufferを加えて 100℃、5分間で煮沸した。各サンプルを 5-20% グラディエン
ト SDS ポリアクリルアミドゲルのウェルに注入し、40mA で電気泳動を施行した。ウェスタンブ






NIH 3T3 細胞 (ATCC) は、10% newborn calf serum 、50 U/mlペニシリン、50μg/ml ス
トレプトマイシンを加えたDMEM培地で継代した。NIH 3T3 細胞を 12-well platesに 1  105 
細胞/well ずつ撒き、5%CO2、37℃の環境で 24 時間培養した。IV.1.(1)で作成した野生型と
変異型 RAF1遺伝子 cDNA導入 pUSEプラスミドベクターと RAF1遺伝子 cDNA を導入し
ていない pUSEプラスミドベクター35 ng ずつを、PathDetect○R  Elk1 trans-Reporting System
として市販されている pFR-luc 700 ng, pFA2-Elk1 15 ng (Stratagene, CA) と phRLnull-luc 7 
ng (Promega, Madison, WI) と一緒に Lipofectamine Reagents と PLUS Reagentsを用いて
NIH 3T3 細胞内に一時的に導入した。18時間後に血清を含まない DMEMに変え、24時
間培養した。細胞を passive lysis buffer を用いて回収し、ルシフェラーゼ活性を
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI) を用いて測定した。
phRLnull-luc により発現させたウミシイタケルシフェラーゼを導入効率の基準値とした。実験
は n=3 で施行し、結果はその平均値±SD で解析した。統計解析には、Excel ソフトを使用し
た。 
 
3. RAF1 タンパクと 14-3-3 タンパクとの結合 
(1) RAF1遺伝子発現プラスミドベクターの作成 
RAF1 タンパクが 14-3-3 タンパクとリン酸化結合する部位は S259 と S621 部位であること
が明らかとなっている。S259部位付近に変異を持つRAF1タンパク p.S257Lまたは p.N262K
と 14-3-3 タンパクとの結合状態を明らかにするために、あらかじめ RAF1 タンパク S621部位
での 14-3-3タンパクとの結合をなくす必要が生じた。そのため、IV.1.(1)で作成した変異型 p. 




付き野生型 RAF1 遺伝子 pCR4-TOPO プラスミドベクターに QuickChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit（Stratagene, La Jolla, CA）を用いて、p.S621Aを作成した。 シークエンス反
応で塩基配列を確認した後に、このプラスミドベクターを制限酵素 XcmI と EcoRV で消化後、
1%アガロースゲルに電気泳動し、1kbpの断片を QIA quick Gel Extraction Kit (QIAGEN) 
を用いて回収した(インサート)。 
一方、IV.1.(1)で作成したMyc タグ付き変異型 p.S257L、p.N262K RAF1遺伝子 pUSEプ
ラスミドベクターを制限酵素 XcmI と EcoRV で消化後、アルカリフォスファターゼにて脱リン
酸化処理を施行した(ベクター)。 
インサートとベクターを 3:1 のモル比で混合し、IV.1.(1)と同様の方法でライゲーションを施
行し、目的の p. S257L/ p. S621A と p. N262K/ p. S621Aの変異型 RAF1遺伝子発現プラス
ミドベクターを作成した。 
(2) 14-3-3ζタンパク発現プラスミドベクター 
14-3-3ζタンパクをコードするヒト tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase 
activation protein, zeta polypeptide (YWHAZ) を含む pCMV6プラスミドベクターを Origene
から購入した. このプラスミドベクターには、14-3-3ζcDNA 3'末端側にMyc タグと Flag タグ
が付けられていたが、Myc タグを取り除いた 14-3-3ζタンパク発現プラスミドベクターを作成
した。具体的には、14-3-3ζcDNA の中間点に存在する制限酵素 EcoRV 認識配列を含む
部分と 3'末端部分の配列に EcoRV 認識配列を付加した配列の PCR プライマーを設計し、
購入したプラスミドベクターを鋳型とし PCR を施行した。得られた PCR 産物を TOPO TA 
Cloning Kit for Sequencing（Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて pCR4-TOPOプラスミドベクタ
ーへ挿入した。このプラスミドベクターを制限酵素 EcoRI と EcoRV (New England Biolabs) 
で消化後、1%アガロースゲルに電気泳動し、468bpの断片を QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN) を用いて回収した(インサート)。 
一方、購入した 14-3-3ζタンパク発現 pCMV6 プラスミドベクターには 14-3-3ζcDNA の








HEK293細胞（ATCC）は、10% fetal calf serum (FCS)、50 U/mlペニシリン、50 μg/mlスト
レプトマイシンを加えたDMEM培地で継代した。HEK293細胞を直径 6cmのディッシュに 3
×105 細胞ずつ撒き、5%CO2、37℃の環境で 24 時間培養後に、野生型、p. S257L と p. 
S621A、p. N262K と p. S621A変異型 RAF1遺伝子 cDNA導入 pUSEプラスミドベクターと
RAF1 遺伝子 cDNA を導入していない pUSE プラスミドベクターのそれぞれ 2.0μg ずつと
Flagタグ付き 14-3-3ζタンパク発現 pCMV6プラスミドベクター2.0μg を PLUS Reagent 8μ
l と Lipofectamine Reagent 12μlを用いて HEK293細胞内に導入した。3時間後に上記の
DMEM培地に交換し、48時間培養後に、phosphate buffered saline (PBS)で 2回洗浄して細
胞を剥がし、遠心してペレットの形で回収した。 
（4）野生型と変異型 RAF1 タンパクの 14-3-3ζタンパクとの結合状態の測定 
氷冷やした 1mlの RIPA buffer を用意し、各タンパク約 150μgずつを溶解した。IV.1.(3)
と同様の方法で免疫沈降法を施行した。 
Myc タグ付き RAF1 タンパクで免疫沈降する場合には、抗 Myc 抗体（clone4A6, 
Millipore)で免疫複合体を沈降させ、抗 FLAG M2 抗体（Sigma)と抗 Myc 抗体（clone4A6)
を用いてタンパク発現量を検出した。 
Flag タグ付き 14-3-3 タンパクで免疫沈降する場合には、抗 FLAG M2 Affinity Gel 
(Sigma)で免疫複合体を沈降させ、抗 c-Raf 抗体 (Cell signaling) と抗 FLAG M2 抗体
(Sigma)を用いてタンパク発現量を検出した。 







Rockford, IL）。0.1% Tween 20 を加えた PBS で 1000 倍希釈した anti-pRAF1 (S259) 
antibody （Cell Signalling Technology, Beverly, MA）をウェルに加え、室温で 1時間放置し
た。その後、PBS でウェルを 4 回洗浄し、PBS で 2000 倍希釈した HRP でラベルされた
anti-rabbit antibody100μlを加え、室温でさらに 1時間放置した。ウェルを PBSで 2回洗浄
し、それぞれのウェルに1-stepTM ABTS (Pierce)100μlを加え、マイクロタイタープレート測定






I. 対象者の RAF1遺伝子解析 
Noonan症候群類縁疾患が疑われる患者 119人の RAF1遺伝子全エクソン部分の遺伝子
解析を施行した結果、18人で 8種類のアミノ酸が置換する変異を同定した (表 4、図 3A) 。
770 番目の塩基のシトシン (C) がチミン (T) に変化することのよってアミノ酸が変化する、
p.S257L 変異が 8 人に同定された。新規変異である p.R191I (c.572G>T) と p.N262K 
(c.786T>A) が各 1 人ずつ同定された。既知変異である p.S259F (c.776C>T)、p.P261A 
(c.781C>G)、p.P261L (c.782C>T)、p.S427G (c.1279A>G)、p.L613V (c.1837C>G)が各 1人
ずつ同定された。今回の解析の中で 1 人に認められた p.S427G 変異は、以前に治療関連
性の急性骨髄性白血病を呈した患者 1例で報告されている変異だった 20)。今回同定された
いずれの変異も、健常 105人のDNA検体による RAF1遺伝子解析では認められなかった。
6 人の患者 (NS86、92、209、210、222、258) の両親から研究協力が得られ、両親の血液




で認められたが、この患者では同時に p.S257L 変異も認められた。p.H103Q (c.309C>G) 
変異は、NS86 患者の何の臨床症状も有しない片親でも認められたことから、多型と考えら
れた (表 4、図 3B) 。 
 
II. RAF1遺伝子変異陽性者の臨床症状の検討 
RAF1 遺伝子変異陽性だった 18 患者の臨床症状に基づく初期診断は、Noonan 症候群
11人、CFC症候群 4人、Costello症候群 3人 (表 5) だった。初期診断が CFC症候群だっ
た 4 人の患者は、RAF1 遺伝子変異が同定された後に、臨床症状を再検討した所、顔貌の







評価した (表 6) 。15 患者中 9 人で、胎児水腫、羊水過多、新生児仮死といった周産期異
常が認められた。Noonan 症候群で高頻度に認められる特異的顔貌異常（相対的大頭症
94%、眼間解離 93%、眼瞼裂斜下 63%、内眼角贅皮 86%、耳介低位 93%）が多くの患者で

























III. 変異 RAF1 タンパクの発現実験 
1. 変異 RAF1 タンパクのリン酸化状態の把握 
Noonan症候群患者で認められた変異 RAF1 タンパクでのリン酸化状態を調べるために、
野生型 RAF1遺伝子 cDNA と今回同定された 5種類の変異 RAF1遺伝子 cDNA発現プ
ラスミドベクターを細胞に導入した。RAF1 タンパクの特定のリン酸抗体 4 種類を使用して、
免疫ブロット法を施行した（図 4A）。最初に S259 と S621部位のリン酸化レベルを解析した。
その結果、p.S257Lと p.N262Kを発現させた細胞溶解液では S259部位でのリン酸化がほと
んど観察されなかった。一方、p.H103Q、p.R191I、p.S427G では、野生型 RAF1 タンパクの
場合と同等な S259部位でのリン酸化が認められた。この結果を確認するために、抗Myc タ
グ抗体を使用した免疫沈降法を施行した上で、再度 S259部位のリン酸化レベルを解析した
（図 4B）。変異 RAF1 タンパク（p.S257L と p.N262K）では S259 部位でのリン酸化が認めら
れなかったことから、これらの変異では S259 部位でのリン酸化が障害されていることが確認
された。S621 部位でのリン酸化は、4 種類の変異 RAF1 タンパク（p.H103Q、p.R191I、
p.S257L、p.N262K）で野生型と同等なレベルで認められたが、p.S427G 変異では増強して
いた。S338と S289/296/301部位でのリン酸化レベルは、p.S427G変異以外のいずれの変異
RAF1 タンパクでは野生型と同等だった（図 4A）。 
p.S427G 発現細胞では、RAF1 タンパクリン酸化部位である S259、S289/296/301、S338、
S621 部位のいずれの部位でも、リン酸化レベルは増強していた。p.S427G 発現細胞では、
RAF1 タンパク発現量自体が増強しているように見えた。しかし、プラスミドベクターの細胞導














変異 RAF1 タンパクの下流シグナル伝達経路への影響を調べるために、NIH3T3 細胞に
野性型と 5 種類の変異型 RAF1 遺伝子 cDNA 発現プラスミドベクターを導入し、ELK 転写
活性を測定した（図 4D）。ELK は転写因子で、活性化 ERK によってリン酸化され、その後
c-fos 遺伝子を含む最初期遺伝子プロモーター領域内の血清応答配列に結合する。ELK
転写活性は、刺激なしの状態も p.S257L、p.N262K、p.S427G 発現細胞では増強しており、
これらの変異が機能獲得変異であることを推測させる結果だった (図 3B) 。p.H103G と
p.R191I発現細胞では、ELK転写活性の増強を認めなかった。 
 
3. RAF1 タンパクと 14-3-3 タンパクとの結合 









検出されなかった。ERK p44/42でのリン酸化を、抗 p-ERK (p44/42) 抗体を使用して検出し
た。完全な ERK活性化レベルと比較するために、RAF1遺伝子 cDNA なしのプラスミドベク
ターを導入した細胞に 10ng/ml の上皮細胞増殖因子  (EGF) を投与した。p.S257L、
p.S259F、p.P261A、p.N262K 発現細胞では、刺激なしの状態でも下流の ERK 活性化が認
められたが、その活性化の程度は p.S427G発現細胞や EGF投与細胞よりは低かった。この
結果から、p.S257L、p.S259F、p.P261A、p.N262K 変異の発現は軽度の ERK 活性化を起こ
すと考えられた。 




リン酸化されている時は S257L または N262K変異のあるペプチドを認識できるが、S259部
位がリン酸化していない時は認識できなかった（図 5B）。これらの結果は、図 5Aで示したデ
ータを支持するものであり、CR2 領域に変異が生じると S259 部位はリン酸化されないことが
示唆された。 
S259 部位のリン酸化がない場合でも RAF1 変異タンパクが 14-3-3 タンパクと結合するか
どうかを調べるために、2つの RAF1遺伝子変異を導入したMycタグ付き RAF1発現プラス
ミドベクター（野生型、S257L/S621A、N262K/S621A）と FLAG タグ付き 14-3-3 発現プラスミ
ドベクターを同時に細胞に導入し、抗Myc抗体を使用して免疫沈降した（図 5C）。その結果、
野生型 RAF1 タンパクでは 14-3-3 タンパクとの結合が検出されたが、p.S257L/S621A と
p.N262K/S621A変異 RAF1タンパクでは 14-3-3タンパクとの結合を検出されず、S259部位
でのリン酸化減尐が 14-3-3 タンパクとの結合を抑制することが示唆された。同様の結果が、










本研究では、p.S257L が 11 患者、p.R191I、p.S259F、p.P261A、p.P261L、p.N262K、







って S259 部位のリン酸化が阻害されることを証明した。次に S259 部位のリン酸化が阻害さ
れることによって、RAF1 タンパクの 14-3-3 タンパクとの結合が阻害され、その結果、下流の
ERK が弱く活性化されることを示した。これらの結果から、S259 部位での脱リン酸化が CR2
領域に位置する変異 RAF1 タンパク活性化の根本的な機序であることが示唆された。 
RAF1 タンパクの S259 部位でのリン酸化とそれに引き続く 14-3-3 タンパクとの結合が、
RAF1 タンパク活性抑制に重要であることは、以前にも報告されていた 19)。Light ら 22)は、
p.S257L 変異での S259 部位のリン酸化状態を検討している。彼らの実験結果によれば、
p.S257L 変異発現細胞内での S259 部位のリン酸化は減弱するが残存していた。しかし、
14-3-3 タンパクとの結合はできないことが示されていた 22)。一方、本研究での発現実験では、
CR2領域に位置する4種類の全変異（p.S257L、p.S259F、p.P261A、p.N262K）でS259部位
でのリン酸化を認めず、内 2 種類の変異では 14-3-3 タンパクとの結合が減弱していることを
示した。14-3-3 タンパクとの結合が減弱することは、p.P261S 変異でも示されている 16)。S259
部位リン酸化において Light ら 22)と本研究の結果が異なっている理由は不明である。
p.S257L、p.P261S、p.P261A、p.V263A などの変異によってキナーゼ活性が増強されること
は、過去の報告で実証されている 17)。増殖因子などの刺激が加わることによる通常の RAF1
タンパク活性化の場合には S338部位でのリン酸化が認められるが、p.S257L と p.N262K変
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異における S338 部位でのリン酸化レベルは、野生型 RAF1 と比較して増強していなかった
（図 4A）。この結果から、これらの変異における活性化の機序は、RAS-GTP 結合に起因す
る通常の RAF1 タンパク活性化機序とは異なることが考えられる。実際に S259 部位近辺に
変異のある RAF1変異タンパクでの ERK活性化は、EGFで刺激を加えた細胞より弱かった
（図 5A）。これらの RAF1変異タンパクでは、アミノ酸置換が生じることによって RAF1 タンパ
ク S259 部位周辺に構造変化が生じ、S259 部位の脱リン酸化が生じ、その結果として変異
RAF1タンパクは 14-3-3タンパクと解離し、基質がCR3キナーゼ領域に入り込めるようになる
ことが示唆された（図 6）。 
RAF1 遺伝子変異を持つ Noonan 症候群患者の臨床症状像を明らかにするために、
RAF1遺伝子変異を持つ 52患者 16) 17) 23)、PTPN11遺伝子変異を持つ 172患者 24) 25) 26) 27)、
SOS1遺伝子変異を持つ 73患者 11) 12) 28) 29) 30)、KRAS遺伝子変異を持つ 18患者 31) 10) 32) 33) 
23)における臨床症状の特徴をまとめた（表 7、図 7）。周産期異常の発生頻度は、RAF1 と
SOS1 遺伝子変異陽性 Noonan 症候群で同程度だった。一方、PTPN11 遺伝子と KRAS 遺
伝子陽性 Noonan 症候群での周産期異常は尐なかった。発育障害と精神発達遅延が、
KRAS 遺伝子変異陽性 Noonan 症候群では 100%と 94%で認められ、RAF1 遺伝子変異陽
性 Noonan症候群では 87% と 56%で認められた。一方、PTPN11遺伝子変異陽性 Noonan
症候群では、これらの症状合併頻度（63%と 43%）は比較的尐なかった。精神発達遅延の合




で多く（71%）合併していた。PTPN11 と SOS1遺伝子変異陽性 Noonan症候群では、低身長
の合併率（56%と 38%）は低かった。肥大型心筋症の合併率が RAF1 遺伝子変異陽性
Noonan症候群で特に高頻度（73%）であることは、注目すべき事実である。肥大型心筋症は、
臨床症状から Noonan症候群と診断される患者の 20%で認められ 34)、PTPN11遺伝子変異
24 
 




















群の 45% 38)、KRASまたは BRAFまたはMAP2K1/2 (MEK1/2) 遺伝子変異陽性 CFC症候
群の 44% 39)、PTPN11 遺伝子変異陽性 Noonan 症候群の 7%、KRAS 遺伝子変異陽性




















































Noonan症候群類縁疾患 119人中 18人 (15%) で 8種類の RAF1遺伝子変異を同定し
た。RAF1、PTPN11、SOS1 、KRAS 変異陽性 Noonan 症候群患者の臨床症状分析から、
RAF1 遺伝子変異陽性 Noonan 症候群患者では、肥大型心筋症を含む心症状と低身長の
合併率が高いことが判明した。 
RAF1遺伝子変異はCR2領域に集中しているが、これらの変異では S259部位でのリン酸
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図 1. RAS/MAPK伝達経路の調節異常により発症する症候群 
→相互作用経路、  抑制経路。 
 
図 2. RAF1 タンパクのリン酸化部位とこれまでに癌で同定された RAF1遺伝子変異  
RAF1 タンパク全体を構成している 3か所の領域（CR（conserved region）1、CR2、CR3）を桃




図 3. 本研究で同定された RAF1 遺伝子変異と 4 種類の新規変異・p.S257L変異 RAF1 タ
ンパク機能解析結果のまとめ 










（A）野生型と変異型 RAF1 タンパクのリン酸化状態。RAF1 タンパクの発現レベルとそのリン
酸化レベルは、図中に表示した異なる抗体で検出した。pUSE は RAF1 遺伝子 cDNA なし
のプラスミドベクターを導入した発現細胞、pUSE EGF (+) はその細胞に 10ng/mlの EGFを
36 
 
投与して刺激を加えた発現細胞を示す。導入効率は、抗 neomycin phosphotransferase II 
(α-Neo) 抗体を使用して測定した。S259部位でのリン酸化発現 RAF1 タンパクを矢印で表
示した。（B）免疫沈降法による S259部位でのリン酸化の検証。抗Myc抗体を使用してMyc
タグ付き RAF1 タンパクを免疫沈降し、S259 部位のリン酸化を検出した。（C）野生型と
p.S427G型 RAF1タンパクの経時的変化の検証。RAF1タンパクは抗Myc抗体（clone 4A6, 
Millipore）を使用して検出した。FBS, ウシ胎児血清。（D）野生型と変異型 RAF1 タンパクの
ELK転写活性。n=3で施行した実験結果の平均値とその標準偏差を示した。WT, 野生型； 
*P<0.01は Student's t-testで統計処理した結果。 
 
図 5. CR2 領域に位置する変異 RAF1 タンパクにおける S259 部位でのリン酸化、14-3-3 タ
ンパクとの結合、ERK活性化の解析 
（A）CR2 領域に位置する野生型と変異型 RAF1 タンパクのリン酸化状態。S259 部位でのリ
ン酸化発現 RAF1 タンパクを矢印で表示した。（B）固相免疫測定法を使用した抗 pRAF1 
(S259) 抗体のエピトープマッピング。WTpS、S257LpS、N262KpS は、それぞれの変異に
S259 部位がリン酸化されているペプチドであることを示す（表 3）。n=3 で施行した実験結果
の平均値とその標準偏差を示した。（C）14-3-3ζタンパクと RAF1 タンパクとの結合。
HEK293細胞に FLAGタグ付き 14-3-3タンパク発現プラスミドベクターと一緒に pUSE 野生
型、p.S257L/ p.S621A変異型、p.N262K/ p.S621A変異型 RAF1タンパク発現プラスミドベク
ターのいずれか 1つを導入した。抗Myc 抗体で免疫沈降を施行し、抗FLAG 抗体 (上段)
を使用して 14-3-3 タンパクとの結合状態を検出した。S259部位のリン酸化と RAF1 タンパク
発現状態を免疫沈降に使用した細胞溶解液で検出した（下段）。14-3-3 タンパクを示すバン
ドを矢印で表示した。（D）RAF1タンパクと14-3-3ζタンパクとの結合。抗FLAG 抗体を使用
して免疫沈降を施行し、RAF1 タンパクとの結合は抗 RAF1 抗体によって検出した（上段）。
S259部位のリン酸化とRAF1タンパク発現状態を免疫沈降に使用した細胞溶解液で検出し








図 6. 野生型と変異型 RAF1 タンパク活性化の模式図 
（A）非活性化状態では、RAF1タンパクは S259と S621部位でリン酸化しており、14-3-3タン
パクと結合している。（B）増殖因子刺激が加わると、GTP と結合した RAS が RAF1 タンパク
の CR1 領域に結合し、14-3-3 タンパクが離れる。protein phosphatase 1 (PP1) あるいは 




PP1 あるいは PP2A によって脱リン酸化されることが報告されている。CR2 領域でのアミノ酸
置換は、RAF1 タンパクの CR2 領域での構造変化をもたらし、PP2A が S259 部位へ接近し
やすくなると考えられる。あるいは、Akt キナーゼによって S259 部位のリン酸化ができなくな
ることが考えられる。刺激のない状態でも S259部位が脱リン酸化され、基質がキナーゼ領域
に入り込み、軽度活性化状態になる。RBD, RAS-binding domain; CRD, cysteine-rich 
domain; KD, kinase domain; IH, isoform-specific hinge segment region。 
 
図 7. 表 7で示した遺伝子毎の特異的臨床症状を提示した図  
* P<0.05は Fisher's exact testで統計処理した結果。 
 
 表 1．Noonan症候群、Costello症候群、CFC症候群の原因遺伝子と臨床像 
  Noonan症候群 LEOPARD 症
候群 
Costello症候群 CFC症候群 
原因遺伝子 PTPN11  (40%) 
KRAS  (5%>) 
SOS1  (8～14%) 
RAF1 ( 4～17%) 
PTPN11  
(90%) 
RAF1  (3%) 
HRAS  
(80%<) 
KRAS  (5%>) 
BRAF  (50%) 
MEK1/2  (15%) 
 



































































       
その他 凝固異常 両側停留睾丸    






















F: 5'- gtaaaacgacggccagt R: 5'- aggaaacagctatgacc 
 
エクソン Forward Reverse 生成物 
の長さ 
(bp) 
2 5'-F- ctttatgtattgtgttcttgggttg 5'-R- gaacatgatccttaatgtgctcc 371 
3 5'-F- ctgtgcccacctttccaagg 5'-R- tcaggcccagcttaacgtg 398 
4 5'-F- cttgctgtgtggccttgagc 5'-R- gagaaatctctgttatgcctggc 276 
5 5'-F- ggaggccaagaaatgaagttgtc 5'-R- ctagaatccagacctgtcagtc 313 
6 5'-F- tgcaaaagcaaggcatgctg 5'-R- cgtagagaggagggaatgcg 283 
7 5'-F- ggttgtacaggtagagtttgcc 5'-R- ccagagacctgagaaagtgttg 381 
8&9 5'-F- tgttcttgcacatcctcctc 5'-R- actgaaccctaattggcagg 396 
10 5'-F- ggttgatcctttgatgccctc 5'-R- gagcactcagtcctctcctc 292 
11 5'-F- gccgtatctgtgtaggtatgtg 5'-R- gcggcacagtccactaactc 291 
12 5'-F- acagcacagaacccactgtc 5'-R- gaaggcttttcctgatcctgg 350 
13 5'-F- aacactccttggagccagg 5'-R- accgagagccacttgtgatag 248 
14 5'-F- gacagaggtaaggtggagag 5'-R- cggggaaatgtacagaaacgc 324 
15 5'-F- aatgaaagggacagcctggc 5'-R- accctctagctgcttaggc 295 
16 5'-F- agcagctagagggttaggac 5'-R- ctcccaccttatattgccatc 285 
17 5'-F- ccaggtcctctacaagatgg 5'-R- gcctctggagaaagggagc 315 



















   
表 4. 本研究で同定されたRAF1 遺伝子変異* 






5 c. 572G>T p.R191I
a
 CR1 NA 
NS39 日本 NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 









NS92 ドイツ NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 WT/WT 
NS135 日本  NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 
NS146 スペイン NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 
NS199 日本 NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 
NS200 フランス NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 
NS215 日本 NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 
NS227 日本 NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 
NS256 日本 NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 NA 
NS258 日本 NS 7 c.770C>T p.S257L CR2 WT/WT 
NS279 日本 NS 7 c.776C>T p.S259F CR2 NA 
NS210 フランス NS 7 c.781C>G p.P261A CR2 WT/WT 
NS205 フランス CSb 7 c.782C>T p.P261L CR2 NA 
NS209 フランス CSc 7 c.786T>A p.N262Ka CR2 WT/WT 
NS222 日本 NS 12 c.1279A>G p.S427Gd CR3 WT/p.S427G 
NS285 日本 NS 17 c.1837C>G p.L613V CR3 NA 
*
RAF1遺伝子cDNA塩基配列番号は、Genbank NM_002880.3のデーターベースに掲載されてい
る塩基配列を利用し、開始コドンATGのAを1番目とした順番をHuman Mutation journal guidelines 
(www.hgvs.org/mutnomen) に基づき記述した。 
NS, Noonan症候群; CS, Costello症候群; WT, 野生型; CR, conserved-region; NA, 入手できず  
a 新規変異 





Supp.Table S2. Clinical manifestations of RAF1 -positive patients
Patient ID 213 39 86 92 135 146 199 200
Exon 5 7 3, 7 7 7 7 7 7
Nucleotide substitution c.572G>T c.770C>T c.309C>G, c.770C>T c.770C>T c.770C>T c.770C>T c.770C>T c.770C>T
Amino acid change p.R191I p.S257L p.H103Q, p.S257L p.S257L p.S257L p.S257L p.S257L p.S257L
Genotype of father/mother NA NA H103Q,WT/WT,WT WT/WT NA NA NA NA
Gender M F F F M F M M
Age 15Y 4M 4Y 8Y7M 7Y 18Y 4Y8M 10Y
Origin France Japan France Germany Japan Spain Japan France
Primary diagnosis CFC NS CFC CFC Costello CFC NS NS



















IUGR (intrauterine growth retardation) ND - ND - - - - ND
Fetal macrosomia ND - ND - + - + ND
Growth and development
　Gestational age 36w6d 37w 38w 40w1d 37w2d
　Growth failure - ND - + + + + Poor weight +




Died at 5 years of
age
Craniofacial characteristics
　Relative macrocephaly + - + + + + + +
　Hypertelorism + + + + + ND + +
　Downslanting palpebral fissures + - - + + + - +
　Ptosis + - + + + - - +
　Epicanthal folds + + + - + ND + +
　Low set ears + + + Posterior angulation + Helix abnormalities + ND + +














High cranial vault, bitemporal
constriction, hypoplasia of
supraorbital ridges, decreased















　Short stature - (+0.5SD)
unknown for
death
- (-1SD) + + + (-2.2SD) + + (-4SD)
　Short-limb type (arm span/ stature < 0.97) ND ND ND ND + ND + ND
　Short neck + + + + + + + +
　Webbing of neck - + + - + + + -
　Others Equinus position
Cardiac defects + + + + + + + +
　HCM (Hypertrophic cardiomyopathy) - + + + + - + +
　ASD (Atrial septal defect) - + - - + - - -
　VSD (Ventricular septal defect) - - - - + - - -
　PS (Pulmonic stenosis) + + - - + + + -
　PDA (Patent ductus arteriosus) - - - - - - + -
　Mitral valve anomaly - + - - - - + +
　Arrhythmia - - - + ND - - -
　Others
Skeletal/Extremity deformity
　Cubitus valgus ND - ND - - ND + ND
　Scoliosis - - - - - ND ND -
　Pectus excavatum ND - - - - ND + -




　Curly hair + - - + + - - -
　Hyperelastic skin ND - ND - + ND - +
　Café au lait spots ND - - - - ND - -
　Lentigines ND - - - - ND - -

















　Cryptorchidism + - ND ND ND ND + +
　Hypogenitalism - - ND ND ND ND - ND
　Hypospadias - - ND ND ND ND - ND
　Others
Blood test abnormality











表 5. 本研究 RAF1 遺伝子変異陽性患者の臨床症状 
 215 227 256 258 279 210 205 209 222 285
7 7 7 7 7 7 7 7 12 17
c.770C>T c.770C>T c.770C>T c.770C>T c.776C>T c.781C>G c.782C>T c.786T>A c.1279A>G c.1837C>G
p.S257L p.S257L p.S257L p.S257L p.S259F p.P261A p.P261L p.N262K p.S427G p.L613V
NA NA NA WT/WT NA WT/WT NA WT/WT WT/S427G NA
M M M M F M F M M M
2Y 2M 1Y2M 1Y5M 7M 6Y 20Y 1M 1Y 10Y
Japan Japan Japan Japan Japan France France France Japan Japan
NS NS NS NS NS NS Costello Costello NS NS
NS NS NS NS NS NS ND ND NS NS











- - - - - ND ND - -
+ - ND + - ND ND - +
38w4d 39w3d ND 40w1d 38w 33w5d 29w
+ Poor weight ND + + ND + ND + ND
+ ND ND + + ND ND + - (IQ=82)
Died at 2 months of age
Died at 1month
of age
+ + (+1.8SD) + + + + + + +
- + + + + + ND + +
+ + - + + - ND - +
- - + + + - ND - +
+ - ND + + + ND + +
ND + (-) + + + ND + +



























+ - + (-2SD) + + - (-1SD) ND + (-2SD) + (-2SD)
ND ND ND ND ND ND ND ND ND
+ ND - + + + ND + +
+ + + + + + ND + +
Treated by
growth hormone
+ + + + + + + + +
- ND + + + - - - +
+ - - - - ND + + -
- + - - - + - - -
- - + - + ND ? + -
- - - - - + - - -












- ND ND - - ND ND - +
- ND - - - - ND - -
- ND + - - + ND + -




diameter of the chest
+ - - + - + + - +
+ ND - + + - ND + +
- - - + - - ND - -
- - - - - - ND - +













- ND + + ND - ND - -
- ND - - ND ND ND - -
- ND - - ND ND ND - -
- - - - ND - ND - +
Irritability Lt.hydronephrosis Hydrocephalus Hydronephrosis
 
   
表 6. 本研究と過去の研究でのRAF1遺伝子変異陽性患者の臨床症状 




    
総患者数 17 35 a 2 
    
周産期異常    
 羊水過多 6/15 (40) 6/19 (32) ND 
 胎児水腫 5/11 (45) 6/20 (30) ND 
    
発育と発達    
    
 幼年期の発育障害 10/12(83) 3 ND 
 精神発達遅延 6/11 (55) 19/34 (56) 1 
    
予後    
 死亡 4/17 (24) 2/11 (18) ND 
    
顔貌異常    
 相対的大頭症 16/17 (94) 16/21 (76) ND 
 眼間開離 14/15 (93) 20/21 (95) 2 
 眼瞼裂斜下 10/16 (63) 19/21 (90) 2 
 眼瞼下垂 9/16 (56) 19/21 (90) 1 
 内眼角贅皮 12/14 (86) 12/21 (57) 1 
 耳介低位 14/15 (93) 18/21 (86) 2 
    
体格    
 低身長 11/15 (73) 30/35 (86) 2 
 短頸 14/15 (93) 21/31 (68) 2 
 翼状頸 13/16 (81) 25/30 (83) 2 
    
心血管系異常    
 肥大型心筋症 10/16 (63) 27/35 (77) 2 
 心房中隔欠損症 5/16 (31) 11/35 (31) 0 
 心室中隔欠損症 3/17 (18) 3/35 (9) 0 
 肺動脈弁狭窄症 7/15 (47) 4/35 (11) 1 
 動脈管開存症 2/17 (12) ND ND 
 僧帽弁不全症 5/17 (29) 8/32 (25) 2 
 不整脈 6/16 (38) 8/9 (89) ND 
 その他 





全症 1, PFO 1, 
TOF 2, AS 1, 右
 
   
軸偏位 1 
    
骨格・四肢変形    
 外反肘 2/9 (22) 7/22 (32) 2 
 胸郭異常 5/13 (38) 20/31 (65) 2 
 その他  指尖の膨隆 2 指尖の膨隆 1 
    
皮膚・毛髪異常    
 縮れた毛髪 8/17 (47) 6/24 (25) 2 
 皮膚過伸展 7/12 (58) 5/21 (24) 2 
 カフェオレスポット 1/14 (7) 2/20 (10) 2 
 黒子 1/14 (7) 2/21 (10) 2 





髪2, まばらな眉2,  




角化症 2  
 
    
性器異常 6/11 (55) 11/16 (69)  
 停留睾丸 5/10 (50) 8/13 (62) ND 
    
血液検査異常    
 凝固系異常 2/11 (18) 1/4 (25) ND 
 
NS, Noonan症候群; LS, LEOPARD症候群; ND,記載なし; TR, 三尖弁逆流症; PH,肺高血圧症; AS, 
大動脈弁狭窄症; PFO, 卵円口開存; TOF, ファロー四徴症  
a
 家族例を含む。3つの報告[Pandit et al. 2007]、[Razzaque et al. 2007]、[Ko et al. 2008]から、それ
ぞれ21人、11人、3人のRAF1 遺伝子変異陽性NS症候群患者 の臨床症状を集積し、まとめた結
果である。   
   






 (%)   SOS1
c
 (%)    KRAS
d
 (%)   
総患者数 52 172 73 18 
     
周産期異常     
 羊水過多 12/34 (35) ND 9/16 (56) 2 
 胎児水腫 11/31 (35) ND 9/15 (60) ND 
     
発育と発達     
 幼年期の発育障害 13/15 (87) 35/56 (63) ND 3/3 (100) 
 精神発達遅延 25/45 (56)  71/164 (43) 12/67 (18) e 16/17 (94)f 
     
予後     
 死亡 6/28 (21) ND ND ND 
     
顔貌異常     
 相対的大頭症 32/38 (84) ND 9/21 (43) e 9/11 (82) 
 眼間開離 34/36 (94) 15/28 (54) e 5/6 (83) 12/12 (100) 
 眼瞼裂斜下 29/37 (78) 19/28 (68) 20/22 (91) 9/12 (75) 
 眼瞼下垂 28/37 (76) 18/29 (62) 19/24 (79) 10/15 (67) 
 内眼角贅皮 24/35 (69)  15/28 (54) ND 2/9 (22) e 
 耳介低位 32/36 (89) 56/64 (88) 20/22 (91) 7/10 (70) 
     
体格     
 低身長 41/50 (82)  97/172 (56) e 22/58 (38) e 12/17 (71) 
 短頸 35/46 (76)  15/29 (52) e 17/22 (77) 9/10 (90) 
 翼状頸 38/46 (83) 36/122 (30) e 3/6 (50) 7/14 (50)e 
     
   
心血管系異常     
 肥大型心筋症 37/51 (73) 10/135 (7) e 7/73 (10) e 3/18 (17) e 
 中隔欠損症 22/52 (42) 41/170 (24) e 17/73 (23) e 5/18 (28)  
   心房中隔欠損症 16/51 (31)     4/18 (22)  
   心室中隔欠損症 6/52 (12)   1/18 (6) 
 肺動脈弁狭窄症 11/50 (22) 125/171 (73) f 53/73 (73) f 7/18 (39) 
 動脈管開存症 2/20 (10) ND ND 1/18 (6) 
 僧帽弁不全症 13/49 (27) ND ND 3/18 (17) 
 不整脈 14/25 (56) ND ND ND 
     
骨格・四肢変形     
 外反肘 9/31(29)  14/61 (23) 1/6 (17) 2/2 (100) 
 胸郭異常 25/44 (57) 108/171 (63) 38/56 (68) 13/16 (81) 
     
皮膚・毛髪異常     
 縮れた毛髪 14/41 (34) ND 15/22 (68) f 1/12 (8) 
 皮膚過伸展 12/33 (36) ND 1/6 (17) 3/12 (25) 
 カフェオレスポット 3/34 (9) ND 1/6 (17) 1/9 (11) 
 黒子 3/35 (9) ND ND ND 
 母斑 12/37 (32) ND ND ND 
     
性器異常     
 停留睾丸 13/23 (57) 75/138 (54) 22/39 (56) 4/11 (36) 
     
血液検査異常     
 凝固系異常 3/15 (20) 46/90 (51) 14/66 (21) 2/9 (22) 
ND, 記載なし 
a
[Pandit et al. 2007; Razzaque et al. 2007; Ko et al. 2008] と本研究。  
b
[Tartaglia et al. 2002; Musante et al. 2003; Zenker et al. 2004; Jongmans et al. 2005] 
c 
[Roberts et al. 2007; Tartaglia et al. 2007; Zenker et al. 2007a; Ferrero et al. 2008; Narumi et al. 
2008;Ko et al. 2008] 
   
d
 [Carta et al. 2006; Schubbert et al. 2006; Zenker et al. 2007b; Lo et al. 2008;Ko et al. 2008] 
e
 その遺伝子変異陽性患者の臨床症状合併頻度がRAF1遺伝子変異陽性患者に比べ有意に低い
(P<0.05はFisher's exact testで統計処理した結果)。 
ｆ その遺伝子変異陽性患者の臨床症状合併頻度がRAF1遺伝子変異陽性患者に比べ有意に高い 
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RAF1タンパクリン酸化部位でのリン酸化状態 ELK転写活性 父/母遺伝子型 遺伝子変異の機能
S259 S289/296/301 S338 S621
p.H103Q → → → → ↓ p.H103Q/WT 多型
p.R191I → → → → ↓ 不明 病因/多型
p.S257L ↓ → → → ↑ WT/WT 機能獲得変異
p.N262K ↓ → → → ↑ WT/WT 機能獲得変異
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Plasma membrane Plasma membrane
図6
 図 7. 表 7で示した遺伝子毎の特異的臨床症状を提示した図  
* P<0.05は Fisher's exact testで統計処理した結果. 
 
